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  [ 摘要]  目的: 星点设计-效应面法优选丹参的提取工艺。方法: 以丹参酮ⅡA 和丹酚酸 B提取率,收膏率为考察指标,采

用星点设计考察提取乙醇用量、提取时间以及乙醇浓度对提取工艺的影响, 对结果进行多元线性回归和二项式拟合, 用效应面

法选择较佳工艺条件,并进行预测分析。结果: 复相关系数上看, 各项指标二项式拟合方程均优于多元线性回归方程, 确定最

优提取工艺为加 9倍量 60%乙醇提取 3次, 每次 1. 5 h, 提取量预测值与理论值偏差小于 3%。结论: 星点设计-效应面法优选

丹参的提取工艺,方法简便,预测性良好。
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[ Abstract]  Objective: To optimize the process of extracting effective constituents from Radix Salvia by

central composite design/response surface methodology. Method: The effects of influence factors such as solvent

fold, ethanol concentration and extract time on extraction rate of tanshinone Ⅱ a and salvianolic acid were

investigated by using box-behnken design and response surface method. The data were imitated using multi-linear

equation and second-order polynomial equation. Result: Multiple correlation coefficients from second-order

polynomial equation were prior to those from multi-linear equation. The optimum condition of extraction process was

9 fold solvent, 1. 5 hours for decoction, and 3 times for extraction; the ethanol concentration was 60% . Bias

between observed and predicted values was less than 3% . Conclusion: The optimum model was highly predictive.
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  丹参为唇形科植物丹参 Salvia miltiorrhiza Bge

干燥根及根茎。丹参的脂溶性有效部位主要为二萜

类化合物:以丹参酮ⅡA、隐丹参酮、丹参酮 I 含量较

高,其他为微量成分。其中丹参酮ⅡA 活性强,含量

高,具有抗肿瘤、抗菌、抗炎、抗雄性激素等药理作

用,多作为工艺研究的指标性成分;水溶性成分中酚

酸类化合物,是活血化瘀的有效成分,具有保护脑损

伤、心脏以及抗氧化等作用,其中的丹酚酸 B也常被

作为指标性成分
[ 1 ]
。

目前国内多采取正交设计或均匀设计法优化中

药的提取工艺,这两种方法多采用线性数学模型,虽

有简便、试验次数较少等优点,但精度不太高。虽然

丹参已有较成熟的提取工艺,一般为醇提后水提,由

于耗时较多,生产周期较长,多次加热易使有效成分

损 失。而 星 点 设 计 ( central composite design,

CCD) [ 2 ]
由于其精密度高、预测值接近真实值, 是近

年常用的设计方法。本试验引入 CCD方法,结合效

·82·

第 16卷第 17期
2010年 12月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 16, No. 17
Dec. , 2010



应面法优选丹参的提取工艺,旨在尽可能多地提取

有效成分,简化水提工艺的同时,为探讨星点设计-

效应面法应用于中药提取工艺的可行性提供依据。

1 仪器与试药

戴安高效液相色谱仪 ( P680 四元泵, TCC-100

型柱温箱, ASI-100 型自动进样器, UVD170U型紫外

检测器) ; FA1104 型上皿电子天平 ( 上海精科仪器

厂) ; BP211D型 sartorius电子天平( 北京赛多利斯科

学仪器有限公司 ) ; Kromasil Cl8柱 ( 4. 6 mm ×150

mm, 5 μm) ; TGL-16G型高速离心机( 上海安亭科学

仪器有限公司)。

丹参酮ⅡA 对照品 ( 批号 0823-9802)、丹酚酸 B

对照品(批号 111562-200302) 购自中国药品生物制

品检定所(纯度为供含量测定用 ) 。甲醇、乙腈为色

谱纯,其他试剂均为分析纯。

2 方法与结果

2.1 丹参酮ⅡA 测定方法

2.1.1 色谱条件 参照 2010 年版《中国药典》一部

丹参项下含量测定方法。色谱柱 Kromasil Cl8柱

( 4. 6 mm ×150 mm, 5 μm) ; 流动相甲醇-水 ( 70∶

25) ;流速 1. 0 mL·min - 1 ;检测波长 270 nm。

2.1.2 标准曲线制备  精密称取丹参酮Ⅱ A 对照

品适量,置 10 mL棕色量瓶中,加甲醇制成 200 mg·

L
- 1

,精密吸取 1 mL置 10 mL棕色量瓶中,用甲醇释

至刻度,配制成 20 mg·L - 1
的对照品溶液。分别进

样 8, 10, 12, 14, 16, 20 μL,记录峰面积,以丹参酮ⅡA

进样量 X( μg) 为横坐标,峰面积为纵坐标,进行线性

回归,得回归方程 Y = 9. 12X + 0. 051 3, r = 0. 999 9。

结果表明,丹参酮Ⅱ A 的进样量在 0. 016 ～0. 400 μg

线性关系良好。

2.1.3 供试品溶液的制备  精密称取所提取的浸

膏粉 0. 4 g置 50 mL量瓶中,加入甲醇 40 mL,超声

使溶解,加甲醇至刻度,摇匀,即得。

2.2 丹酚酸 B测定方法

2.2.1 色谱条件 参照 2010 年版《中国药典》一部

丹参项下丹参酚酸 B 含量测定方法。色谱柱

Kromasil C18柱( 4. 6 mm×150 mm, 5 μm) ;流动相甲

醇-乙腈-甲酸-水( 30∶10∶1∶59) ;检测波长 286 nm;

柱温 30 ℃;流速 1. 0 mL·min - 1
。

2.2.2 标准曲线制备 精密称得丹参酚酸 B对照

品 4. 00 mg, 置 25 mL 量瓶中, 加 75% 甲醇稀释成

0. 16 g·L
- 1
的对照溶液,分别吸取 2, 6, 10, 14, 18, 22

μL注入液相色谱仪,以进样量为横坐标,峰面积为

纵坐标, 得 标准曲线 Y = 17. 16X - 1. 471, r =

0. 999 8,表明丹酚酸 B进样量在 0. 32 ～3. 52 μg时,

峰面积与进样量线性关系良好。

2.2.3 供试品溶液的制备  精密称取所提取的浸

膏粉 0. 1 g置 50 mL量瓶中,加入 75%甲醇 40 mL,

超声使溶解,加 75%甲醇至刻度,摇匀,即得。

2.3 丹参药材含量测定  依照《中国药典》2010 年

版一部丹参项下含量测定方法测定药材 3 批, 丹参

酮ⅡA 和丹酚酸 B平均质量分数分别为 3. 44, 74. 49

mg·g
- 1
。

2.4 丹参提取工艺优化

2.4.1 星点试验设计与结果  考察因素为乙醇浓

度,提取次数,提取时间和溶剂用量, 因提取次数为

非连续变量,回归处理较困难,结合预试验结果和工

业生产的实际,暂固定为 3 次,其余因素的水平据预

试验的结果而定。根据星点设计的原理,每因素设

5水平,用代码值 - α, - 1, 0, 1,α来表示 ( 3 因素星

点设计的 α=1. 732) 。代码值所代表的实际操作物

理量见表 1,试验安排与结果见表 2。
表 1 丹参提取工艺优化星点试验因素水平

因素
水平

1. 732 - 1 0 1 1. 732

X1溶剂用量 /倍 6 7. 27 9 10. 73 12

X2提取时间 /h 0. 5 0. 92 1. 5 2. 08 2. 5

X3乙醇体积分数 /% 30 42. 68 60 77. 32 90

  按照试验设计的统计学要求,各组试验的安排

见表 2,试验模型通过最小二乘法拟合二次多项式

方程可以表达为:

Y = A0 +∑AiXi +∑AiiX
2
i +∑AijXiXj

  其中 Y为效应值( 丹参酮ⅡA提取量 Y1、丹参酚

酸提取量 Y2、有效成分总量 Y3、出膏率 Y4 ) , A0 , Ai ,

Aii, Aij为方程系数, Xi , Xj ( i = 1, 3 ; j≠ i) 为自变量编

码值。多项式模型方程拟合的性质由确定系数 R
2

表达,其统计学上的显著性由 F值检验;采用 design

expert 7. 0 软件分析。

2.4.2 工艺优化  从以下拟合方程的相关系数来

看,二次多项式拟合相关系数显著高于线性回归,采

用二项式方程拟合的效果好。线性方程:
Y1 = 2. 27 + 0. 16X1 + 0. 30X2 + 0. 26X3( R2 = 0. 3855, P <

0. 05)
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表 2 丹参提取工艺星点试验设计与结果

No. X1 X2 X3 Y1 丹参酮Ⅱ A / mg·g - 1 Y2 丹参酚酸 B/mg·g - 1 Y3 总量 /mg·g - 1 Y4 出膏率 /%

1 - 1 - 1 - 1 1. 02 60. 82 61. 84 35. 2

2 1 - 1 - 1 1. 28 79. 83 81. 11 39. 88

3 - 1 1 - 1 1. 54 58. 21 59. 75 34. 28

4 1 1 - 1 2. 45 69. 34 71. 79 44. 37

5 - 1 - 1 1 1. 65 47. 34 48. 99 36. 34

6 1 - 1 1 2. 29 56. 34 58. 63 39. 45

7 - 1 1 1 2. 89 55. 34 58. 23 35. 65

8 1 1 1 3. 23 68. 34 71. 57 39. 45

9 - 1. 732 0 0 2. 63 76. 94 79. 57 42. 12

10 1. 732 0 0 2. 69 77. 34 80. 03 46. 23

11 0 - 1. 732 0 2. 12 59. 34 61. 46 38. 45

12 0 1. 732 0 2. 32 80. 43 82. 75 40. 34

13 0 0 - 1. 732 1. 75 65. 34 67. 09 40. 98

14 0 0 1. 732 1. 65 55. 34 56. 99 41. 23

15 0 0 0 2. 67 69. 34 72. 01 45. 34

16 0 0 0 2. 61 70. 45 73. 06 45. 23

17 0 0 0 2. 63 70. 23 72. 86 46. 01

18 0 0 0 2. 69 69. 89 72. 58 45. 89

19 0 0 0 2. 63 70. 38 73. 01 45. 23

20 0 0 0 2. 64 69. 56 72. 2 45. 98

  注 : Y1 与 Y2 为从药材中提取出有效成分含量 ,即提取出来的有效成分量与药材量的百分比。

  Y2 = 66. 51 + 3. 77X1 + 3. 10X2 - 4. 15X3 ( R2 = 0. 370 0,

P < 0. 05)

Y3 = 68. 78 + 3. 93X1 + 3. 40X2 - 3. 90X3 ( R2 = 0. 363 5,

P < 0. 05)

Y4 = 41. 38 + 2. 06X1 + 0. 44X2 - 0. 17X3 ( R2 = 0. 202 7,

P < 0. 05)

二项式回归方程:
Y1 = 2. 62 + 0. 16X1 + 0. 30X2 + 0. 26X3 - 0. 17X2

2 -

0. 34X3
2 ( R2 = 0. 706 2, P < 0. 05)

Y2 = 69. 68 + 3. 77X1 + 0. 310X2 - 4. 15X3 + 4. 14X2 X3 -

4. 54X3
2 ( R2 = 0. 672 2, P < 0. 05)

Y3 = 72. 18 + 3. 93X1 + 3. 40X2 - 3. 90X3 + 4. 20X2 X3 -

4. 86X3
2 ( R2 = 0. 685 1, P < 0. 05)

Y4 = 45. 61 + 2. 06X1 - 0. 98X1X3 - 1. 14X1
2 - 2. 74X2

2 -

2. 17X3
2 ( R2 = 0. 7926, P < 0. 05)

由效应面图( 1 ～3) 可知,选择效应面图上丹参

酮ⅡA ,丹参酚酸 B含量、总量以及收膏率指标大的

区域,可求得提取工艺最佳工艺参数,自变量的最佳

范围见表 3。

图 1 乙醇浓度与提取时间对丹参中丹参酚酸 B 提取的影响

图 2 乙醇浓度与提取时间对丹参中丹参酮Ⅱ A 与丹参

酚酸 B总量提取的影响
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图 3 乙醇体积分数与乙醇用量对丹参收膏率的影响

表 3 效应面优化的最优提取工艺参数范围

评价指标 X1 X2 X3

Y2 9 2 ～2. 5 60 ～75

Y3 9 1. 5 ～2. 5 50 ～70

Y4 9 ～11. 5 1. 5 55 ～65

  根据自变量最优预测范围,选取最佳工艺条件:

用 9 倍量 60%乙醇,提取 1. 5 h,根据优化的处方,提

取 3 批样品,各考察指标与预测值相比较,偏差都较

小,表明所建立的数学模型具有良好的预测性,所选

的条件重复性良好,验证了工艺可行性,如表 4。
表 4 3批样品最佳工艺验证试验

评价指标 预测值 实测值 偏差 / %

Y1 2. 62 2. 64 ±0. 03 0. 95

Y2 69. 68 69. 98 ±0. 46 0. 42

Y3 72. 18 72. 62 ±0. 44 0. 60

Y4 44. 32 45. 61 ±0. 38 2. 83

3 小结与讨论

星点设计是国外常用的试验设计方法,国内也

有用于优化处方或成型工艺的报道
[ 3-5 ]

,在优化中药

的提取方面也逐渐开始使用
[ 6]
。本试验采用了星点

设计-效应面法对丹参提取工艺进行了优化, 其充分

考虑到各因素的交互作用,设计方法简单,试验次数

少,在中心点进行重复试验以提高试验精度,同时采

用非线性模型拟合, 复相关系数较高,可信度较好,

预测值更接近真实值。此方法所得结果更加直观,

便于分析,同时提高了试验精度,经验证该方法准确

可行,从而为筛选中药提取工艺参数研究提供了新

的试验方法。

本文研究丹参提取工艺, 目的是用较简单的试

验步骤提取出丹参中较多的有效成分,以简便操作、

节约成本、并减少因长时间加热而造成丹参有效成

分的分解。本试验结合星点试验设计方法深入地对

丹参提取工艺参数进行系统考察,发现提取时间和

乙醇浓度,以及乙醇浓度与乙醇用量的交互作用和

变化趋势,并绘制了效应面图,有助于深入了解丹参

提取过程的变量参数。结合预试验与星点设计-效

应面法对丹参提取工艺进行了优化, 最终确定丹参

提取的条件是: 9 倍量 60%乙醇回流提取 3 次,每次

1. 5 h,丹参酮ⅡA 和丹酚酸 B提取率分别为 76%和

97. 5%。
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